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研究目的 
 非アルコール性脂肪性肝疾患（NAFLD）はメタボリックシンドロームの肝病変であり，有病率は
20〜30%と推計され，肥満の増加とともに増えてきている．非アルコール性脂肪肝炎（NASH）は NAFLD
の重症型である．成因としてはまず肝細胞への脂肪沈着が起こること（first hit）で脂肪肝が発
症し，次に酸化ストレスを引き起こすフリーラジカル等の肝細胞傷害要因（second hit）が加わ
ることで NASHが発症・進展していくとする two-hit theoryが広く支持されている．second hit
の 1つとして肝内鉄蓄積が注目されている．肝内の過剰遊離鉄はヒドロキシラジカルを含む活性
酸素種（ROS）の生成を促進し，NASHにおける酸化ストレス増加の原因として推定されている．一
般的に軽度から中等度の肝内鉄蓄積が NAFLD患者で認められるとする報告は多いが，その原因や
臨床的意義には議論があるところであり，鉄が蓄積するメカニズムは解明されていない．体内鉄
蓄積には十二指腸での鉄吸収と組織への取り込みおよび放出が関わっている．鉄吸収は十二指腸
上皮細胞の管腔側に局在する divalent metal transporter1（DMT1）と基底膜側に局在する
ferroportin（FPN）という 2 つの鉄トランスポーターを介して行われる．DMT1 mRNAは 3´非翻訳
領域に iron responsive element（IRE）を持ち, 鉄欠乏状態では活性化した iron regulatory 
protein (IRP)が IREに結合することにより DMT1の発現が転写レベルで促進され，鉄吸収亢進が
もたらされる．FPN は哺乳類において唯一の鉄のエクスポーターであり，十二指腸上皮基底膜を通
過して血中に鉄を排出するために必要である．他に肝臓で産生される hepcidin が鉄代謝を負に制
御することが知られている．これまでに NASH患者の鉄吸収能を検討した報告はないことから，本
研究では NAFLD 患者における腸管からの鉄吸収動態，十二指腸での鉄吸収関連分子の発現および
血清 hepcidin濃度を検索し，NASH患者における肝内鉄蓄積のメカニズムを明らかにすることを目
的とした. 
 
研究方法  
1）対象患者と検体採取 
 2003年 2月から 2010年 1 月の間に当院で肝生検を施行した NAFLD 40 例を対象とし，同時期に
十二指腸粘膜組織も採取した．ヘリコバクター·ピロリ感染陰性で鉄代謝異常のない慢性胃炎患者
9 名から採取した十二指腸粘膜を control 群として使用した． 
2）定義と診断基準 
 下記の基準に基づいて NASH と診断した．（1）ALT の持続上昇（2）飲酒量がエタノール換算で 1
日 20g以下（3）他の肝疾患が除外できる（ウイルス性肝炎，自己免疫性肝炎，薬物性肝障害など）
（4）病理組織で肝細胞脂肪化を認める（5）病理組織で小葉内炎症性細胞浸潤を認め肝細胞の風
船様腫大を認める（線維化の有無は問わない）．（1）から（4）を満たすが，（5）を満たさない場
合は単純性脂肪肝（SS）と診断した．NAFLD activity score （NAS）は Kleiner らの報告に従っ
て病理学的に診断された．鉄欠乏性貧血を認める症例は本研究から除外した． 
  
 3）肝組織内鉄沈着の評価 
 肝組織内の鉄沈着はプルシアンブルー染色により評価し Rowe らの報告に従い 5 段階（grade 
0-4）に分類して判定量した． 
4）経口鉄吸収試験（OIAT） 
 12 時間絶食後，午前 9 時の採血から血清鉄を測定した．その後 100mg のクエン酸第一鉄ナトリ
ウム内服の 15，30，60，120 分後にそれぞれ採血をして血清鉄ならびに％トランフェリン飽和度
(Tf sat)を測定した．  
5）血清 hepcidin25濃度 
 hepcidin25値は Medical Care Proteomics Biotechnology（Kanazawa，Japan）に依頼し，液体
クロマトグラフィー・タンデム質量分析（LC-MS/MS）で測定した． 
6）定量的 RT-PCR 
 十二指腸組織の Total RNA は RNeasy Mini Kit を用いて抽出した．TaqMan RT-PCR kitにより検
体を調製後， ABI PRISM7700 Sequence Detection System を用いて DMT1,FPN,transferrin 
receptor(TfR)および 18S rRNAを targetとした TaqMan real-time RT-PCRを行った．蛍光強度が
固定閾値を超える PCR サイクル数を Ct と定義し，大腸癌組織より抽出した total RNAをキャリブ
レーターとして用いて Ctと total RNA量の標準曲線を作成した．各検体の相対的 target mRNA量
は Ct から標準曲線を用いて算出し，相対的 GAPDH mRNA 量により補正した 
7）細胞培養 
 Caco-2/TC7細胞は American Type Culture Collection より入手した．小腸上皮細胞の形態・機
能を有する単層膜を形成するため，Caco-2/TC7 細胞は 10%FBS を含む DMEM を用いて多孔質フィル
ター上で 21 日間培養した． 
8）IRP活性の測定 
 Caco-2/TC7細胞単層膜を control血清あるいは NASH血清とともに培養し,各細胞より核蛋白を
抽出し，ビオチンで標識した IREを含む RNA断片を用いて electrophoretic mobility Shift 
assay(EMSA)を行った．競合実験には 100倍濃度の未標識 RNAを用い,IRE-IRP complex を化学
発光法により検出した． 
9）瀉血療法 
 1 回 200g の瀉血を週 1 回施行し，フェリチンが 10 ng/mL 未満又はヘモグロビン濃度（Hb）が
11.0 g/dL 未満となるまで継続した．その後， 1〜2 ヶ月おきに通院し Hb 11.0 g/dL 未満を維持
するように瀉血を反復した．これに加え管理栄養士による鉄制限食の食事指導も行った． 
10）肝内 8-OHdG定量法 
 パラフィン包埋された肝組織に抗 8-OHdG抗体を用いて免疫染色を施行した．肝細胞内の核の染
色程度について KS-400システムを用いて数値化し，normal mouse IgG との比を相対的染色強度と
し，各標本少なくとも 6視野以上で測定をして平均値を解析に用いた． 
 
研究成績 
1）患者背景 
 control 群と SS 群間では BMI，HOMA-IR，中性脂肪，AST，ALT，γ-GT および血清鉄に,control
群と NASH群間では BMI，HOMA-IR，中性脂肪，AST，ALT，γ-GT，血清鉄，フェリチンおよび Tf sat
に,SS 群と NASH 群間では NAFLD activity score に有意差を認めた． 
2）経口鉄吸収試験 
 鉄吸収は control群，SS群と比較して，NASH 群で有意に亢進していた（各 p = 0.0003, 0.0192）．
Tf satも control群，SS群と比較して NASH 群で有意に亢進していた(各 p = 0.0015，0.0098）． 
 
  
 3）十二指腸組織における DMT1 mRNAと FPN mRNAの発現 
 control群と比較して NASH 群では有意に DMT1 mRNA発現が亢進していた（p = 0.0023）．FPN mRNA
はいずれの群間にも差がなかった.  
4）血清 hepcidin値 
 hepcidin 中央値は control 群が 12.0，SS が 29.4，NASH 群が 33.7 ng/mL であった．LC-MS/MS
で測定した hepcidin の正常範囲は 10-34 ng/mLとされており，SS 群と NASH 群では hepcidinが上
昇していた． 
5）肝組織内鉄沈着とフェリチン，hepcidin，OIAT，DMT1，FPNの関連 
 NASH群において肝組織内鉄沈着と有意な相関を認めたものは OIAT s-Fe 120 分値（ρ= 0.4593，
p = 0.0275）ならびに DMT1 mRNA 発現量（ρ= 0.4147，p = 0.0393）であった．また OIAT sFe 120
分値のカットオフ値を168.2（平均+2SD）µg/dLとすると，高値群となるのはNASH25名中16名（72％）
であり，低値群と比較すると高値群では有意に DMT1 mRNAの上昇が確認された（p = 0.0001）． 
6）NASH患者血清を用いて培養した Caco-2/TC7細胞単層膜における DMT1誘導 
 Caco-2/TC7細胞単層膜を control 6 例あるいは NASH6例各々の血清と共に培養し，DMT1および
FPN 発現の差異を検索した．control 群での DMT1 mRNA 発現量中央値が 15.22，NASH 群では 22.93
と後者で有意に発現が増強していた（p < 0.0001）．一方，FPN mRNA 発現には両群間に有意差が認
められなかった．次に DMT1 と同様に 3´非翻訳領域に IRE 配列を有する transferrin receptor 
(TfR)の mRNA発現についても検討したところ，control 群での DMT1 mRNA 発現量中央値が 19.79，
NASH群で 28.95 と有意に後者で発現が増強していた (p < 0.0001). したがって,IRPが DMT1発現
増強機序に関与していることが推測された． 
7）NASH患者血清を用いて培養した Caco-2/TC7細胞単層膜における IRP活性亢進 
 同様に Caco-2/TC7 細胞単層膜における IRP活性を EMSA により検討した．IRE-IRP complex の量
は control 血清を用いて培養したものと比較して NASH 血清を用いて培養した Caco-2/TC7 細胞単
層膜において増加しており，NASH 患者血清に IRP の活性化をもたらす液性因子が存在することが
推測された． 
8）siRNA を用いた IRP1 knock down による DMT1発現の減少 
 IRP には 2 つのアイソフォーム（IRP1 と IRP2）があることが知られており，それぞれに対する
siRNA を用いて DMT1 mRNA 発現変化を検索した．2種類の siRNA; IRP1 siRNA1, IRP1 siRNA2 によ
り遺伝子発現を knock down した場合に，NASH 患者血清のみで Caco-2/TC7 細胞単層膜を培養した
場合に比べて有意に DMT1 mRNA 発現が低下することが示された（それぞれ p < 0.0001）．IRP2 の
siRNA ならびに random siRNA を用いた場合には DMT1発現の低下が認められなかった．  
9）鉄過剰を有する NASH患者に対する瀉血療法 
 NASH と診断した後に 25-30 kcaL/kg の食事療法を開始し，DM，高血圧あるいは高脂血症を合併
している場合にはこれらに対する内服加療を併用した．3 ヶ月後にも ALT値の低下が認められない
症例にはさらに肝庇護剤を追加して経過観察し，1 年後にも ALT値の改善が認められずかつ病理学
的に肝に鉄沈着が認められ，同意が得られた 9 例に瀉血療法を導入した．対象症例はいずれも鉄
過剰状態にあり，治療開始前は AST: 86.1±15.9 IU/L，ALT: 115±38.6 IU/L，NAS (score 5/6/7): 
3/5/1，OIAT s-Fe 120分値: 207（166-243）µg/dL，OIAT Tf sat 120 分値: 57.6（45.7-84.9）%，
DMT1 mRNA発現量: 39.5（10.5-82.4），肝組織内鉄量の grade（0/1/2/3/4）:0/1/4/2/2であった．
瀉血療法開始 6 ヶ月後より ALT値は治療前と比較して有意に低下し，4 年間の経過においてそれが
維持され，4年後の ALT値は 38.5±13.2 IU/L であった．6例より同意が得られ，瀉血療法開始 2
年後に肝生検を行ったところ，NAS，肝組織内鉄沈着の grade および肝内 8-OHdG 量は治療前と比
較していずれの項目にも改善が認められた． 
 
  
考察 
 肝内鉄蓄積の原因としては十二指腸からの鉄取り込み増加，肝への鉄取り込み増加，あるいは
肝からの鉄放出障害などの機序が考えられる. これまでに NAFLD 患者に限って十二指腸からの鉄
吸収動態を検討した報告はなく，本研究は NAFLD 患者における鉄吸収動態とその異常の機序を解
明することを目的とし，まず OIAT で鉄吸収動態を検索した．その結果 control 群と比べて NASH
群では有意に鉄吸収が亢進していることを明らかにした．NASH 群で肝組織内鉄量の grade が有意
に高く，また Tf sat が OIAT 前にすでに高値であったにも関わらず，鉄吸収亢進が認められた点
からは，体内鉄過剰を感知し鉄吸収を抑制すべき negative feedback の破綻が NASH 発症の一因と
考えられる． 
 鉄吸収亢進の原因を検索するために，我々は十二指腸の管腔側に発現している DMT1と基底膜側
に発現している FPNという 2 つの鉄輸送体の発現量を Taqman RT-PCRで定量した．FPNでは各群間
に有意差はなく，NASH群において control 群と比べ DMT1 発現が有意に増加していることが示され
た．十二指腸におけるこれらの発現量に関しては，Aigner らが NAFLD を肝鉄染色陽性群と陰性群
に分けて，control 群と比較した報告がこれまでに 1報あるのみである．彼らはいずれの 2群間に
おいても DMT1 mRNA 量に有意差はなく，NAFLD 肝鉄染色陽性群でのみ FPN mRNA 量が有意に低下し
ていることを示したが，SSと NASHを区別しておらず，しかも NASH 患者が 13％しか含まれていな
かった点と control 群を原因不明の肝障害患者とした点が本研究と異なる．hepcidin は肝で産生
され，肝内鉄蓄積を負に調節するペプチドである．NAFLD においては肝内鉄蓄積に対する生理的反
応上昇としてこれが上昇しているとする報告があるが，Barisani らはこの上昇が肝鉄蓄積量の割
には不十分であることを指摘している．本研究においても hepcidinは NAFLD，NASH の両方におい
て上昇していたが，鉄吸収は亢進していたため hepcidin の作用を上回る DMT1 発現促進がその原
因と考えられた． 
 我々は DMT1発現促進の原因が NASH 患者血清中の液性因子にあるのではないかと推測した．IRE
を持つ DMT1 mRNA は IRE-IRP システムにより制御されているが，その IRP には IRP1 と IRP2 の 2
種類が存在する．両者はともに鉄濃度の低い場合にのみ IREに結合し，鉄濃度の高い場合には鉄—
硫黄クラスターの形成に伴う構造変化により IRE への結合能を失い，mRNA が不安定化する．本研
究では，NASH患者血清とともに培養した Caco-2細胞における DMT1発現に関与する IRPが IRP1 で
あることを示した．そして，その同定には至らなかったが，NASH患者血清に鉄—硫黄クラスターの
形成を抑制するような，IRP1 活性を増強する液性因子が存在することが示唆された． 
 我々は以前に C 型慢性肝炎に対する長期間の瀉血療法が肝炎鎮静化，線維化抑制と肝発癌抑制
をもたらすことを報告している．NASH 患者においても瀉血療法を施行した報告が散見されるが，
必ずしも NASH全例に瀉血療法が有効ではなく，血清フェリチン高値や組織学的に肝鉄沈着などに
より鉄過剰が示された一部の例においてのみ瀉血療法が ALTを低下させることが報告されている．
我々の検討では食事療法および薬物療法不応性で OIAT により鉄過剰が確認された NASH 症例にお
いて，瀉血療法が 4 年間にわたり ALT 低下を示すこと，組織学的改善および肝内鉄量ならびに肝
発癌の危険因子である肝 8−OHdG量の減少に寄与することが示された．この点からは簡便に測定で
きる OIATにより，NASH 患者の中から瀉血療法が有効と考えられる症例を選択できる可能性が示唆
された．今後ランダム化比較試験により OIAT の妥当性と瀉血療法の長期的な有効性の確認が必要
であり，また IRP1 活性をもたらす NASH患者の液性因子同定が課題である． 
 
結論 
 NASH患者における IRP活性化による DMT1の発現増強を介した腸管からの鉄吸収亢進が肝内鉄蓄
積をもたらしている．また鉄吸収試験は NASH 患者において鉄が過剰蓄積しているかどうか，ある
いは除鉄療法の有用性を推測するために有用である可能性が示唆された． 
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論文題名 
Increased Duodenal Iron Absorption through Upregulation of DMT1 
due to Enhancement of IRP1 Activity in Patients with NASH 
(NASH 患者における IRP1活性化による DMT1 の発現増強を介した十二指腸での鉄吸収亢進) 
結果の要旨 
本研究は，NASH 患者で鉄過剰が発生する機序を検討することを目的とした．NASH 患者
では hepcidin が上昇しているのにも関わらず鉄吸収が亢進していた．IRP1 活性化による
DMT1 の発現増強を介した消化管の鉄吸収亢進が肝内鉄沈着の原因であることが示唆され
た．本研究は，鉄吸収亢進，肝内鉄沈着を伴う NASH 患者に対して除鉄療法が有用である
可能性を示したものであり，学位論文として十分に値するものであると考えられた. 
 
